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摘要 : 采用 PCR 及 RT-PCR 法 分 别克 隆 了 拟 南 芥 SDIRI 基因 的 DNA 和 cDNA 序列 。 根 据 序列 比 对 分 析 
结果 ， 发 现 了 3 种 不 同 的 转录 本 ， 提 示 SDIRI 基因 的 转录 中 存在 选择 性 剪接 。3 种 转录 本 的 长 度 分 别 为 
822 bp, 691 bp 和 666 bp， 依 次 命名 为 : SDIRI1-822, SDIRI-691, SDIR1-666, 5j SDIR1 基因 的 DNA 序 
列 及 已 报道 的 SDIRI cDNA 序列 比较 ， 除 转录 本 SDIRI-822 包含 了 完整 的 编码 序列 外 ， 其 余 2 种 转录 本 的 
编码 序列 都 存在 不 同 长 度 的 缺失 。 其 中 ，SDIR1-691 缺失 了 131 bp 的 片段 : 第 2 外 显 子 3 ' 端 缺失 33 bp. 
第 3 外 显 子 53 bp 全 部 缺失 ， 第 4 外 显 子 5 端 缺 失 45 bp; 转录 本 SDIRI-666 缺失 了 156 bp 的 片段 : 第 3 
外 显 子 3 端 缺失 18 bp， 第 4 外 显 子 5 端 缺失 138 bp。 进 而 随机 挑 取 101 个 克隆 子 对 三 种 转录 本 的 表达 比 
例 进 行 初步 分 析 ， 结 果 表 明 3 种 分 子 的 比值 为 SDIRI-822 : SDIRI-691 : SDIRI-666 = 26.00 : 1.33 : 1.00, 
反映 出 SDIR1 基因 不 同 转录 本 在 拟 南 芥 中 的 相对 表达 量 。 
关键 词 : SDIRI 基因 ; 选择 性 剪接 ; 拟 南 芥 
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文章 编号 : 0253-2700(2010) 02-141-06 


Alternative Splicing of SDIR1 Gene in 
Arabidopsis thaliana ( Cruciferae) 


WU Xiao-Lu. TANG Xiao-Qian, YU Li-Xia, YAO You-Lin. YAN Bo" 


( Faculty of Landscape Architecture; Southwest Forestry College. Kunming 650224, China) 


Abstract: Sequences of DNA and cDNA of SDIRI gene in Arabidopsis thaliana were isolated by using PCR 
and RT-PCR. The alignment result showed that there were three different transcripts in Arabidopsis thaliana , 
which indicated that there were alternative splicing pneumonia in the transcription of SDIRI gene. The length 
of three transcripts were 822 bp, 691 bp and 666 bp, respectively. and were named as SDIRI-822. SDIRI- 
691 and SDIR1-666 subsequently. Compared with the reported sequences of DNA and cDNA in Arabidopsis 
thaliana. SDIR1-822 contained intact coding domain, while the others missed some nucleotides in coding do- 
main. SDIR1-691 missed 131 bp which contained 33 bp in the 3' end of the second exon. 53 bp of all the 
third exon and 45 bp in the 5' end of the fourth exon. SDIR1-666 missed 156 bp which contained 18 bp in the 
3' end of the third exon and 138 bp in the 5' end of the fourth exon. The expression ratio of three different tran- 
scripts SDIR1-822. SDIR1-691 and SDIR1-666 was 26. 00 : 1. 33 : 1. 00 analyzed by selecting 101 clones. which 
might indicate the relative content of different transcripts of SDIRI gene in Arabidopsis thaliana . 


Key words: SDIRI gene; Alternative splicing; Arabidopsis thaliana 
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白 连接 酶 ， 可 以 正 向 调控 拟 南 芥 胁 迫 响应 的 脱落 
酸 传导 途径 (Zhang 等 ，2008)。 SDIRI 在 拟 南 
芥 受到 干旱 和 盐 害 胁迫 时 可 以 表达 ， 但 不 受 
ABA (Abscisic Acid) 诱导 。 有 试验 证 明 对 拟 南 
芥 干旱 处 理 0 一 48 h, SDIRI 的 表达 增强 ， 且 在 
植株 各 部 位 均 有 表达 (Zhang 等 ，2007) 。 

选择 性 剪接 是 细胞 生物 体 产 生 复杂 有 蛋白 的 一 
个 重要 机 制 ， 最 重要 的 功能 是 可 提高 基因 产物 的 
多 样 性 和 基因 表达 的 复杂 程度 。 拟 南 芥 基因 组 中 
绝 大 多 数 发 生 选 择 性 剪接 的 基因 编码 的 蛋白 都 与 
调控 功能 有 关 (Anireddy，2007)。 植 物 前 体 
mRNA 选择 性 剪接 :最早 是 Werneke 等 
(1989) 人 研究 发 现 RCA 基因 在 菠菜 和 拟 南 芥 的 
叶片 中 均 可 发 生 选 择 性 剪接 。 生 物 信息 学 研究 表 
Bj. 4% 的 大 麦 基 因 (Zhang &Æ, 2004), 11.6% 
的 拟 南 芥 基因 (lida &&, 2004) 和 10% 的 水 稻 基 
因 发 生 了 选择 性 剪接 (Kikuchi 等, 2005), JE 
在 水 稻 中 检测 到 大 量 基因 在 第 一 外 显 子 发 生 选 择 
性 剪接 (Kitagawa 等 ，2005)。 除 了 核 基 因 组 的 
基因 外 , 线粒体 (Wang and Brendel，2006) 和 
叶绿体 (Barbazuk 等 ,2008) 的 基因 也 会 发 生 选 
择 性 剪接 。 本 文 在 对 SDIRI 基因 的 克隆 研究 中 
也 首次 发 现 该 基因 存在 选择 性 剪接 现象 。 









































1 材料 与 方法 
1.1 材料 

拟 南 芥 Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. Columbia 
生态 亚 型 ， 由 中 科 院 昆明 植物 研究 所 惠 赠 。 大 肠 杆菌 
DH5a 由 本 实验 室 提供 。 
1.2 WAFA RNA, DNA 的 提取 

选取 新 鲜 拟 南 芥 植株 分 别 采 用 TIANGEN 公司 的 
TRIzol 植物 总 RNA 提取 试剂 盒 和 TaRaKa 公司 植物 基 
因 组 DNA 提取 试剂 盒 担 取 拟 南 芥 总 RNA, DNA. 
1. 0% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 提取 总 RNA, DNA 纯度 。 
1.3 拟 南 芥 SDIRI 基因 cDNA 第 一 链 合成 

采用 20 pl 反应 体系 。0.5 ml Eppendof 管 加 入 13.5 
ul RNA, oligo (dT) 10 (2 pg * up) 0.5 pl, 5 X first 
strand buffer 4 pl, RNase Inhibitor (30 u *ul^ ) 0.5 pl, 
M-MLV RTase (30 u *pl!) 0.5 pl; dNTPs (2. 5 mmol "L7 ) 
1 plo 42'C 孵育 60 min， 置 于 一 20 吧 备用 。 
14 PCR 扩 增 
1.4.1 引物 序列 如 下 : 

SDIR1 Reverse primer 






















































































5—3; TCAAACCATGTCGGAAGCATCATC 

SDIRI Forward primer 

5—3, ATGAGCTTTGTTTTCCGGGGAAG 

引物 由 上 海 生 工 生 物 工 程 技术 服务 有 限 公 司 合成 。 
1.4.2 PCR 循环 数 的 确定 以 上 述 合成 的 SDIRI cD- 
NA 第 一 链 为 模板 ， 进 行 PCR 扩 增 ， 采 用 25 由 反应 体 
系 : 10X Taq DNA polymerase buffer 2.5 pl, Mg?^* (25 
mmol +L’) 1. 5 ul, dNTPs (2. 5 mmol +L”) 2.0 ul, SDIRI 
PF (12.5 pm * pl! ) 0.5 pl, SDIRI PR (12.5 pm * pl?) 
0.5 pl, cDNA 第 一 链 反应 液 1.0 ul, Tag DNA poly- 
merase (5 u * pl’) (TIANGEN 公司 ) 0.2 pl, ddH; O 
16.8 jl。 反应 条 件 为 预 变性 94'C, 4 min; 循环 参数 为 
94'C 30 s; 60'C 30 s; 72°C 90 s; 分 别 在 18. 20, 22, 
24, 26. 28. 30. 32. 34, 36. 38. 40. 42. 44. 46 个 
循环 时 进行 扩 增 。 反 应 结束 后 PCR 产物 经 1% 琼脂 糖 凝 
胶 电 泳 检测 以 确定 适合 的 循环 数 。 
14.3 PCR 扩 增 分 别 以 上 述 合成 的 SDIRI cDNA 第 一 
f£. SDIRI DNA 为 模板 ,进行 PCR 扩 增 目的 片段 ， 反 应 
体系 及 参数 如 前 。PCR 产物 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。 
1.5 序列 分 析 

PCR 扩 增 产物 经 胶 回 收 试剂 盒 ( 尚 能 生物 科技 ) s 
化 后 ， 采 用 TaKaRa 公司 的 pMD18-T 载体 进行 克隆 ， 
宿主 菌 为 大 肠 杆 菌 DH5a。 挑 取 克 隆子 经 PCR 鉴定 ， 选 
择 部 分 不 同 片段 长 度 的 克隆 子 送 TIANGEN 测序 。 
1.6 差异 表达 研究 

挑 取 101 个 克隆 子 ， 经 PCR 鉴定 和 1% 琼 脂 糖 凝 胶 
电泳 ， 统 计 含 有 不 同 片 段 长 度 的 克隆 子 数 ， 从 而 计算 
SDIR1 基因 不 同 转录 本 的 比例 。 
























































































































































2 ”结果 与 分 析 
2.1 PCR 循环 数 的 确定 

本 研究 分 别 进行 18、20、22、24、26、28、30、 
32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46 个 循环 的 PCR 扩 
增 ，1% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 ， 预 期 大 小 的 目的 片 
段 在 38 个 循环 前 明显 处 于 线性 扩 增 期 。 我 们 选 定 
SDIRI cDNA 的 PCR 扩 增 循环 数 为 38 个 循环 。 
2.2  SDIR1 cDNA PCR 扩 增 

利用 前 述 合 成 的 SDIRI 基因 cDNA 第 一 链 
为 模板 ， 用 SDIRI Primers 进行 PCR 扩 增 目的 
片段 ，RT-PCR 反应 产物 电泳 结果 见 图 1。 在 大 
约 822 bp 的 位 置 有 一 条 明亮 的 扩 增 带 ， 并 在 其 
下 方 约 600 bp 左右 还 可 见 一 条 很 微弱 的 扩 增 带 ， 
将 这 两 条 带 所 在 区 域 经 胶 回 收 试剂 盒 纯化 后 ， 用 
于 后 续 的 序列 分 析 。 
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2000 bp 


1000 bp 
750 bp 
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250 bp 
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图 1 SDIRI PCR 33$ 
M: DNA 标准 分 子 量 2000 
Fig.1 Amplification of SDIRI cDNA 
M; DNA marker 2000 


2.3 SDIR1 DNA PCR 扩 增 

利用 SDIR1I DNA 为 模板 ， 用 SDIRI Prim- 
ers 进行 PCR 扩 增 目的 片段 ， 电 泳 检测 结果 见 图 
2， 在 大 约 1.8 kb 的 位 置 有 一 条 特异 扩 增 带 ， 切 
下 ， 经 胶 回 收 试剂 盒 纯化 后 ， 进 行 克隆 。 
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2000 bp 


1000 bp 
750 bp 


500 bp 
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图 2  SDIRI DNA PCR 扩 增 
M: DNA 标准 分 子 量 2000 
Fig.2 Amplification of SDIRI DNA 
M; DNA marker 2000 


2.4 菌落 PCR 检测 

cDNA 检测 : 利用 SDIRI primers 对 获得 的 克隆 
子 进行 了 PCR 鉴定 ， 结 果 出 现 3 种 不 同 大 小 的 分 子 
(图 3) ， 其 大 小 分 别 约 为 822 bp, 691 bp, 699 bp. 

DNA 检测 : 利用 SDIRI primers 对 获得 的 
克隆 子 进 行 了 PCR 鉴定， 在 大 约 1.8 kb 位 置 有 
一 条 特异 扩 增 带 。 
2.5 克隆 子 测序 结果 

克隆 子 测序 结果 显示 ， 来 源 于 cDNA 的 PCR 
扩 增 产物 的 克隆 子 中 发 现下 列 3 种 分 子 : 大 小 分 














Marker: DL2000 





图 3 部 分 克隆 子 菌落 的 PCR 鉴定 
M: DNA 标准 分 子 量 2000; 
1 一 10: 随机 挑选 克隆 子 的 菌落 PCR 鉴定 
Fig.3 Identification of part clones by PCR 
M; DNA marker 2000; 
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1 一 10: Identification of part clones by PCR 


别 为 822 bp, 691 bp, 666 bp。 与 已 报道 的 SDIRI 
cDNA (GenBank NM 115410) 比 对 发 现 ，822 bp 
片段 包含 了 完整 的 编码 序列 ;691 bp 片段 则 比 该 
片段 少 了 131 bp; 666 bp 片段 则 是 少 了 156 bp 
(图 4)。 其 余 序列 与 已 报道 的 SDIRI cDNA 序列 
完全 一 致 。 根 据 序 列 的 不 同 ， 将 三 个 转录 本 命名 
为 SDIRI-822, SDIR1-691, SDIRI1-666, 

同时 , 来 源 于 DNA 的 PCR 扩 增 产物 的 序列 
测序 结果 与 已 报道 的 SDIR1 基因 的 DNA 序列 具 
有 100% 同 源 性 。 结 合 已 报道 的 SDIRI1 cDNA 
(GenBank NM 115410). 序列 ， 其 外 显 子 与 内 含 
子 的 位 置 结构 如 图 5 所 示 。 

3 种 选择 性 剪接 转录 本 的 序列 特征 如 下 : 

转录 本 SDIR1-822 包含 完整 的 编码 序列 。 

转录 本 SDIR1-691 缺失 了 131 bp 的 片段 : 第 
二 外 显 子 3' 端 缺失 33 bp， 第 三 外 显 子 53 bp 全 部 
缺失 ， 第 四 外 显 子 5 端 缺 失 45 bp， 使 其 产生 的 成 
JA mRNA 缺失 了 三 段 外 显 子 。 此 缺失 导致 了 移 
框 突变 的 发 生 ， 并 导致 了 终止 密码 子 的 提前 出 现 ， 
其 结果 是 可 能 产生 无 功能 意义 的 蛋白 质 片断 。 

转录 本 SDIRI-666 缺失 了 156 bp 的 片段 : 
第 三 外 显 子 3' 端 缺失 18 bp， 第 四 外 显 子 5 端 缺 
失 138 bp， 使 其 产生 的 成 熟 的 mRNA 缺失 了 两 
段 外 显 子 。 此 缺失 导致 了 SDIRI 蛋白 质 中 缺失 
了 一 段 连续 的 氨基 酸 序 列 : MPPNFLLWLVL- 
GVFLMATTLAQAAAASGLFSHTELRLH , 包含 
52 个 氨基 酸 残 基 。 据 报道 SDIRI 蛋白 质 中 有 一 
段 高 度 保守 的 环 指 结构 域 和 两 段 跨 膜 结 构 域 ， 且 
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其 功能 与 胞 内 膜 系统 相关 (Zhang 5$. 2008), 
该 转录 本 编码 的 蛋白 质 仍 含有 完整 的 环 指 结构 域 
和 第 一 个 跨 膜 结构 域 ， 但 缺失 了 第 二 个 跨 膜 结构 
域 ， 这 对 于 该 蛋白 与 细胞 内 膜 结 合 的 影响 ， 乃 至 
对 其 功能 的 影响 如 何 ， 尚 待 进 一 步 的 研究 。 
结合 已 有 资料 和 报道 ,我 们 推断 SDIRI 基 
因 可 能 是 由 于 前 体 mRNA 的 选择 性 剪接 产生 了 


SDIR1-8522Z 
SDIR1-666 
SDIR1-691 
NM 115410 


SDIR1-822 64 
SDIR1-666 64 
SDIR1-691 64 
NM 115410 64 


PP HP Ph 


上 述 差 异 。 选 择 性 剪接 是 真 核 细 胞 一 种 重要 的 
mRNA 转录 后 加 工 机制 ， 由 此 而 产生 相应 的 多 种 
mRNA 5 (Schmucker 等 ，2000)， 使 一 个 基 
因 可 以 翻译 为 多 种 多 肽 序列 ， 是 基因 表达 多 样 性 
的 重要 表现 形式 。 据 报道 , 在 植物 中 , 由 于 选择 性 
剪接 所 生成 的 产物 具有 信和 号 传导 、 免 疫 、 发 育 、 
转运 、 抗 病 及 调控 等 功能 (Garcia-Ortiz 等 ，2004; 


63 
63 
63 
63 


AATTCTAATTCCCTCGCTTTIT 126 
AATTCTAATTCCCTCGCTTITT 126 
prre nnnm 103 
AATTCTAATTCCCTCGCTITT 126 


SDIR1-822 127 CTGGTTACAGTTCTITTGCTGTTITATGATTCTCAATTCGCATCAGATGCCTCCTAATTTCCTG 159 
SDIR1-666 127 CTGGTTACAGTTCTITTGCTGTTTATGATTCTCAATTCGCATCAG--—-—-—-—-—-—-—-—--------— 171 


SDIR1-691 104 -—-—--—----------------------- 


一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 103 


NM 115410 127 CTGGTTACAGTTCTTTTGCTGTTTATGATTCTCAATTCGCATCAGATGCCTCCTAATTTCCTG 189 


SDIR1-82Z2 190 CTGTGGCTTGTGCTTGGGGTGTTTTITGATGGCAACGACGCTTAGGATGTATGCTACTTGCCAA 252 


SDIR1-666 172 -一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 
SDIR1-691 104 --------------------------- 


一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 171 
------------------ ATGTATGCTACTTGCCAA 121 


NM 115410 190 CTGTGGCTTGTGCTTGGGGTGTTITTITGATGGCAACGACGCTTAGGATGTATGCTACTTGCCAA 252 


SDIR1-82Z 253 CAACTTCAAGCTCATGCTCAGGCTCAGGCTGCAGCAGCAAGTGGCCTCTTTAGCCATACTGAG 315 


SDIR1-666 172 --------------------------- 


一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 171 


SDIR1-691 122 CAACTTCAAGCTCATGCTCAGGCTCAGGCTGCAGCAGCAAGTGGCCTCTTTAGCCATACTGAG 154 
NM 115410 253 CAACTTCAAGCTCATGCTCAGGCTCAGGCTGCAGCAGCAAGTGGCCTCTTITAGCCATACTGAG 315 


SDIR1-S22 316 CTGAGGTTGCA' 
SDIR1-666 172 ------------| 


SDIR1-691 185 CTGAGGTTGCA 
HM 115410 316 CTGAGGTTGCA' 


SDIR1-822 379 
SDIR1-666 223 
SDIR1-691 248 
NM 115410 379 


SDIR1-822 442 
SDIR1-666 286 
SDIR1-691 311 
NM 115410 442 


SDIR1-822 505 
SDIR1-666 349 
SDIR1-691 374 
NM 115410 505 


SDIR1-SZ22 568 
SDIR1-666 412 
SDIR1-691 437 
NM 115410 568 


SDIRI1-SZ2 631 
SDIR1-666 475 
SDIR1-691 500 
NM 115410 631 


SDIR1-SZZ 694 
SDIR1-666 538 
SDIR1-691 563 
NM 115410 694 


SDIR1-822 757 
SDIR1-666 601 
SDIR1-691 626 
NM 115410 757 


SDIR1-822 820 
SDIR1-666 664 
SDIR1-691 689 
NM 115410 820 
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图 4 克隆 的 SDIRI cDNA (822 bp, 691 bp. 666 bp) 序列 比 对 
NM 115410; 已 报道 的 SDIRI 基因 cDNA 序列 ; SDIR1-822、SDIR1-691、SDIR1-666: SDIRI 
基因 3 种 分 子 大 小 分 别 为 822 bp、691 bp、666 bp 
Fig.4 Sequence alignment of SDIR] cDNA (822 bp. 691 bp. 666 bp) 
cDNA sequence of reported SDIRI gene. the length of SDIR1-822. SDIR1-691 and SDIR1-666 
was 822 bp. 691 bp and 666 bp. respectively 
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S CX à TATGCTTTCTTGAA AACAT e 
第 一 外 显 子 。 


ATACAATGGTTTITGTTAGAA&TGATACTTATTGCA &GTGTCTTITGGT ATCAGCGTGTTCATGGAGCTCGACCAGTTAATICTAATICCCTOGCTITICIGGT- 


第 二 


TACAGGTAAATTCAA ACTTTCACCTTCTATGTTATCTTCAGTTGTG ATGTTGTTAATACTTGTGTTTGGTTTGTGTATTTCAGTICTIITIGCIGTITATGATIC- 


外 显 子 + 


ICAATICGCATCAGATGCCTCCTAATTICCIGGTATGATT A4 AT ACGTGAGTT AA AGTTTTTTCCTTTTGAGTTAGTCGTCTITOGGGTGTG AGTTTGACATT« 


第 三 外 显 子 + 
TCCATTAATTITGTAGO] 






IIAGGCICCAGCTGGCTCTICTIGATCOGGGAATTIGATGACITAGGTCAGTATCATCOGCTTGTTCCTITTTATT AGTCT ATAGTTTAGTAGTTTGCTTTCTA «^ 
第 四 外 显 子 + 
TGGTTGAAGTCTGAGACA AA &GTTGTTCTGCTGCA ACAG ATTAÀ 





moe dendum Rie mn URHITUNIDMINI 
GTGGAAA&CATTGAGGA ATT & AGA &A& AT AGT A&AGTTAGGATGATGTG AT ATAGCA &CTTGTATAGACCTTA ACTTCCTT A&ACAGGGG A&GGTGGGGTGGTAG 
AATATACAACTTAATAAGTTAGAA ACTGAT ATTGTACTTAGGTTTATTGTTTGCTITGCT A A&CGGAACATGT & AGGT ATTGATTGTCCATTG AGTT ACTA AA 
GATTTGTTITTCAATAGA ATCTTCTA 44 ATCATG AGTTCCGTTGATCCCATCACTTCTTTGGTTA ATCGTCAGGCGCTAGTTTT ATTGTGGAATG A ACATTT A À 
AATTTGTTACTGAGTGAAACTTTITCTCAGTTTTCAT AGCTCA ACGCCTTTITGTTTTCTTTCT AATTATTGTGAATGA ATCTGT ATTCATGGTTTTTGTCTTGCG 
TTCGCTITTGTIGACAGT[GGTIGCICTTIGGCAAAGCAARGCGTCAACCTCATCCTCAGCTGAGGT AT ATGACAT ATTTACATTTCCCCCCACCCCACACe 


第 六 外 显 子 + 


ACAAAA A &TAGCCGATATACAA AA ATCACATTTGAACTGGTCA AT ACTCATA TGCTOGGT À && & AGTTCTTGCTA AGTGGCTAACA ATGTCTTAATTTTICA 


TGTCGTTTTCCTCTTATTCA 4 AGCAGAAGA 





IIACCGTAGOGGGAAATCOTICGCACCITACCTTGTIIGCATCAGGTTTCCATTTTTACTITTATCTTAAACTGA AA ATCTTCCAGCTCTITACTGTGTCACGA ^ 


第 七 外 显 子 4 


CTCAGACATATATCCGTTTGCTCAGTIICA 





BIOEF” 
SDIR1 DNA 外 显 子 与 内 含 子 的 位 置 结构 划 线 部 分 为 外 显 子 区 域 


Localization of the exon and intron of SDIRI lineation region is the exon 


图 5 
Fig. 5 


Hamada 等 ，2002; de la Fuente van Bentem 等 ， 
2003; Isshiki ££, 2001; Li 等 ,2006)， 有 些 选 择 性 
剪接 基因 编码 的 蛋白 还 与 植物 品质 及 开花 时 间 有 
关 (Reddy and Golovkin，2008)。 转 录 本 SDIRI- 
666 在 拟 南 芥 的 生长 发 育 过 程 中 ， 是 独立 作用 还 
是 协同 作用 ， 对 其 功能 有 何 种 影响 还 需要 深入 的 
研究。 
2.6 ”SDIR1 基因 选择 性 剪接 转录 本 的 差异 表达 研究 
2.6.1. SDIR1 基因 选择 性 剪接 转录 本 的 差异 表 
达 分 析 挑 取 101 个 克隆 子 ， 有 阳性 克隆 子 
85 个 ， 其 中 4 个 克隆 子 含 有 691 bp 长 度 的 片段 ， 
3 个 克隆 子 含 有 666 bp 长 度 的 片段 ，78 个 克隆 
子 含有 822 bp 长 度 的 片段 。3 种 分 子 的 相对 表 
达 比 例 SDIRI-822 : SDIRI1-691 : SDIR1-666 = 
26.00: 1.33 : 1.00。 该 比值 显示 SDIRI 基因 不 
同 转录 本 在 拟 南 芥 中 的 相对 表达 量 
SDIRI 基因 在 正常 生长 情况 下 具有 一 定 的 
基础 表达 水 平 (Zhang 等 ，2007)。 本 实验 取材 
于 未 经 任何 预 处 理 的 拟 南 芥 新 鲜 植株 ， 因 此 上 述 
比值 显示 了 SDIRI 基因 不 同 转录 本 在 基础 表达 
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Bresse n nir gd. 但 在 干旱 

盐 诱 导 等 逆境 条 件 下 该 选择 性 前 接 现 象 是 否 存 
E 表达 量 是 否 有 变化 以 及 可 能 的 功能 仍 需 进 一 
步 的 研究 。 
2.6.2 选择 性 剪接 转录 本 差异 表达 分 析 的 可 靠 
TE ” RT-PCR 反应 是 酶 促 反应 ， 遵 循 酶 促 反 应 
定律 (Bustin，2000)。 其 初期 的 循环 数 内 扩 增 
产物 呈 指 数 累 积 ， 产 物 与 模板 呈 线 性 关系 ， 定 量 
RT-PCR 技术 正 是 利用 产物 与 模板 的 这 一 线性 关 
系 ， 通 过 扩 增 产物 来 比较 总 RNA 中 目的 基因 表 
达 丰 度 的 不 同 (Gonzalez 等 ，2003)。 但 经 过 一 
定 的 循环 后 ，PCR 产物 不 再 呈 指 数 累 积 而 进入 
平台 期 ， 在 平台 期 低 水 平 表达 的 目的 RNA 可 能 
会 增加 到 与 高 水 平 表 达 的 目的 RNA 相同 的 浓度 
(Morrison and Gannon，1994)， 因 此 ， 为 避免 
平台 效应 的 影响 ， 合 适 的 循环 数 是 RT-PCR 用 

于 定量 分 析 的 关键 因素 之 一 。 

SDIR1 基因 的 3 种 不 同 转录 本 在 PCR 扩 增 中 
形成 了 一 组 天 然 的 竞争 性 模板 ， 即 在 同一 PCR 反 
应 管 中 ， 三 个 模板 竞争 相同 的 引物 、dNTPs MR 


















































水 平 的 相对 表达 量 ， 同 时 也 说 明了 该 基因 的 选择 


合 酶 ， 形 成 了 一 种 类 似 竞争 性 PCR 反应 的 过 程 与 
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机 制 。 因 此 ， 三 种 模板 PCR 最 终 产物 的 比值 能 够 
反映 其 初始 状态 时 含量 的 比值 。 线 性 时 期 反应 体 
系 中 的 产物 量 也 就 代表 了 被 检测 模板 的 量 (Gilli- 
land 等 ，1990; Zhang 等 ,1997)。 本 研究 中 采用 线 
性 扩 增 期 间 的 循环 数 ， 既 保证 所 扩 增 分 子 在 量 上 
的 可 检测 性 ， 同 时 也 保证 了 对 选择 性 剪接 转录 本 
差异 表达 进行 相对 定量 分 析 的 可 靠 性 ， 即 三 个 转 
录 本 RT-PCR 反应 扩 增 产物 之 间 的 比例 关系 初步 
反映 了 所 对 应 转录 本 之 间 的 表达 量 的 差异 。 男 外 ， 
由 于 转录 本 SDIR1-691、SDIR1-666 的 表达 量 很 
低 ， 使 用 传统 的 Northern 杂交 技术 很 难 对 其 进行 
定量 分 析 ， 本 实验 根据 竞争 性 PCR 原理 ， 在 挑选 
一 定数 量 克 隆子 的 基础 上 用 类 似 竞 争 性 PCR 的 方 
ik. XE SDIRI 基因 进行 比例 分 析 可 以 更 灵敏 地 反 
映 不 同 的 转录 本 的 差异 表达 量 。 
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